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緒　言
インゲンマメ類の種子中には消化酵素であるα
－アミラーゼの活性を阻害するα－アミラーゼイン
ヒビター（AI）が存在する．AI は貯蔵害虫の持つ
α－アミラーゼを阻害し，それに伴う生育阻害作
用から耐害虫性を高める防御タンパク質の一つと
して考えられている．このことは，60 年程前に
アズキゾウムシがインゲンマメで生育できない事
に気づいた日本の研究者によって示唆 1）2）され，
インゲンマメ種子にトリプシンインヒビターやレ
クチン等のタンパク質が存在することからその関
連性が考えられた．豆類は，全世界で食されてお
り種子収穫後の保存でのマメゾウムシなどの害虫
被害を防ぐことは，食糧の流通や経済において重
要な課題となっている．
近年このインゲンマメの AI 遺伝子をアズキや
エンドウマメに導入した遺伝子組換えアズキ 3）や
エンドウ 4）が作られている．一方で，AI は食品
栄養学的立場からは，2 型糖尿病や肥満の予防に
有効な食品機能因子として評価されつつある．し
かし，遺伝子組換え作物からの AI の機能性を考
える場合，元の AI との構造的異同を検討する必
要がある．また，食品としての実用化には，安全
性を評価する必要がある．本研究では，遺伝子組
換えエンドウ（transgenic ﬁeld pea）より AI を精製
し，元のインゲンマメ（Phaseolus vulgaris L. cv 
Tendergreen）AI と糖鎖構造を比較検討した． 
なお，Tendergreen α－アミラーゼインヒビター
（AI-1）は，1982 年に Hoffman5）らによりクローニ
ングされており，著者らが，タンパク質レベルで
一次構造を明らかにしたトラマメα－アミラーゼ
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We isolated an α-amylase inhibitor （AI） from transgenic ﬁeld pea in which a Tendergreen α-amylase 
inhibitor gene was transduced and the sugar chain structures of AIs from transgenic field pea and 
Tendergreen bean were compared.  Plural electrophoretic bands were found in each AI and each subunit of 
each AI and these electrophoretic patterns were different between transgenic field pea and Tendergreen. 
However, each subunit with the deglycosylation using TFMSA showed single band.
The structure of a major sugar chain of α subunit of Tendergreen AI was M9. Structures of major sugar 
chains of α subunit of transgenic ﬁeld pea AI were M8 and M9.  On the other hand, major sugar chains in 
the βsubunits were the same, but the compositions were slightly different.  Transgenic field pea AI and 
Tendergreen AI have heterogeneity in the composition of the binding sugar chains.
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インヒビター（TAI）6）と配列は同一であった．
実験方法
1．材料
Tendergreen（Phaseolus vulgaris L.）とTendergreen 
AI 導入 transgenic ﬁeld pea（Pisum sativum L.）粉末
試料は，Dr. Higgins（CSIRO Plant Industry, 
Australia）よりご供与頂いた．
2．AIの調製とサブユニットの分離
Tendergreen AI 及び transgenic ﬁeld pea からの AI 
（Field pea AI）の調製及びそれぞれの AI からのサ
ブユニットの分離は既報 7 ～ 9）に従い行った．
3．SDS電気泳動
SDS 電気泳動は，Laemmli10）の方法に従い 14％
ポリアクリルアミドゲルを用いて行った．分子量
マーカーは，Low キャリブレーションキット
（amersham pharmacia biotech 社）を用いた．泳動後
の染色には，クマシーブリリアントブルー R250
を用いた．
4．トリフルオロメタンスルホン酸を用いた化学
的方法による脱糖
化学的方法による脱糖 11）は，AI それぞれのサ
ブユニットよりトリフルオロメタンスルホン酸
（TFMSA）を用いて行った．即ち，試料をメチオ
ニン，フェノール，トリフルオロメタンスルホン
酸と共に 0℃で 2.5 時間反応させた後，ドライア
イス－エタノール中で 80％ピリジンを加え中和
した．脱塩は，50 mM NH4HCO3 で平衡化した
PD-10 カラムを用いた．
5．糖鎖の分離
1）PA化糖鎖の調製
サブユニットからの糖鎖の調製は，高橋らの方
法 12 ～ 14）により glycopeptidase A（生化学工業（株））
を用いて，pH 5.0，37℃，16 時間の酵素消化によ
り行った．また，糖鎖の PA 化は，長谷らの方
法 15，16）に従った．
2）PA化糖鎖の分子サイズによる分離
PA 化糖鎖は，PALPAK Type S カラム（0.46×25 
cm，タカラバイオ（株））を用いる size-fractionation 
HPLC で分離した．溶出は A 液：3％酢酸 - トリ
エチルアミン（pH 7.3）／アセトニトリル，35 /65
（v /v）で平衡化したカラムに B 液：3％酢酸－ト
リエチルアミン（pH 7.3）／アセトニトリル，
50 /50（v /v）を 0－60％ B，30 min の linear gradient
で行った．カラム温度は 40℃，流速は 1.0 ml /
min，検出は励起波長 320 nm，測定波長 400 nm
で蛍光強度を測定した．標準 PA 化糖鎖は，タカ
ラ バ イ オ（株）製 の PA-Sugar Chain M2 ～ M9，
M2，Man α 1-6Man β 1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-
PA；M3，Man α 1-6（Man α 1-3）Man β
1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-PA；M4B，Man α 1-6
（Man α 1-3）Man α 1-6Man β 1-4GlcNAc β
1-4GlcNAc-PA；M5A，Man α 1-6（Man α 1-3）
Man α 1-6（Man α 1-3）Man β 1-4GlcNAc β
1-4GlcNAc-PA；M6B，Man α 1-6（Man α 1-3）
Man α 1-6（Man α 1-2Man α 1-3）Man β
1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-PA；M7B，Man α 1-6
（Man α 1-3）Man α 1-6（Man α 1-2Man α
1-2Man α 1-3）Man β 1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-
PA；M8A，Man α 1-2Man α 1-6（Man α 1-3）
Man α 1-6（Man α 1-2Man α 1-2Man α 1-3）Man
β 1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-PA；M9A，Man α
1-2Man α 1-6（Man α 1-2Man α 1-3）Man α 1-6
（Man α 1-2Man α 1-2Man α 1-3）Man β
1-4GlcNAc β 1-4GlcNAc-PA を用いた．
結果及び考察
1．Tendergreenと transgenic ﬁeld peaからの AI
の精製とそれぞれのサブユニット
Tendergreen 及び transgenic ﬁeld pea から AI を調
製した．それぞれの AI からは，更にサブユニッ
トαとβを分離した．得られた AI について SDS-
PAGE を行い純度を検討した．Fig.1 に示すよう
に Tendergreen AI（Lane 1）と Field pea AI （Lane 2） 
は，我々が今までに単離した 7 種の AI と同様複
数のバンドを示した．しかし，これら 2つのAIは，
同じ位置にバンドが認められたが，その比率は異
なっており電気泳動像は異なっていた．また両
AI のαサブユニット（Lane 3，4）では，それぞれ
の主要バンドの数が異なっていた．βサブユニッ
ト（Lane 5，6）では，主要バンドの位置は同じで
あったが，バンドの比率が異なっていた．
2．サブユニットからの化学的方法による脱糖
トリフルオロメタンスルホン酸（TFMSA）を用
いて Tendergreen AI（A）及び Field pea AI（B）それ
ぞれのサブユニットから脱糖を行った．Fig.2 に
示すように脱糖されたα及びβサブユニットは，
低分子化され単一のバンドを示した．（Lane 3，5）
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Fig.  1.  SDS-PAGE patterns of Tendergreen and Field pea α－ amylase inhibitors and their subunits.
Lane 1  α－ AI protein from tendergreen bean seed 
Lane 2  α－ AI protein from transgenic ﬁeld pea seed
Lane 3  α－ subunit of α－ AI protein from tendergreen bean seed
Lane 4  α－ subunit of α－ AI protein from transgenic ﬁeld pea seed
Lane 5  β－ subunit of α－ AI protein from tendergreen bean seed
Lane 6  β－ subunit of α－ AI protein from transgenic ﬁeld pea seed
Fig.  2.  SDS-PAGE patterns of α－ amylase inhibitors and subunits before and after deglycosylation treatments. 
（A） Tendergreen AI
Lane 1  Tendergreen AI
Lane 2  α－ subunit of tendergreen AI
Lane 3  triﬂuoromethanesulfonic acid-treated α－ subunit
Lane 4  β－ subunit of tendergreen AI
Lane 5  triﬂuoromethanesulfonic acid-treated β－ subunit
（B） Field pea AI
Lane 1  Field pea AI
Lane 2  α－ ubunit of ﬁeld pea AI
Lane 3  triﬂuoromethanesulfonic acid-treated α－ subunit
Lane 4  β－ subunit of ﬁeld pea AI
Lane 5  triﬂuoromethanesulfonic acid-treated β－ subunit
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このことからそれぞれの AI 及びサブユニットの
泳動像に示されるような複数のバンドは結合糖鎖
に由来するものと考えられた．また，transgenic 
ﬁeld pea においても Tendergreen AI の遺伝子導入
後タンパク質に順当に糖鎖が付加されることが示
唆された．
3．サブユニットの糖鎖組成
Tendergreen AI 及び Field pea AI 各々のサブユ
ニットにグリコペプチダーゼ A を作用させ，糖
鎖を切り出した後 PA 化糖鎖を調製した．PA 化
糖鎖のサイズ分画 HPLC の結果を Fig.3 に示す．
標準 PA 化糖鎖には構造既知のオリゴマンノース
型糖鎖を用いた．αサブユニット（A）では，11 種
の主要なピークが得られ，ピーク 1 ～ 11 と命名
した．両 AI の HPLC パターンは，異なっており
特にピーク 8 ～ 11 が著しく異なっていた． 
Tendergreen AI は，ピーク 11 が主要な糖鎖と考え
られ，構造既知の PA 化オリゴマンノース型糖鎖
の溶出位置よりM9と推定された．その存在比は，
ピークの面積比より 52.0％であった．一方，Field 
pea AI の主要な糖鎖は，ピーク 10 と 11 であり，
糖鎖はそれぞれ M8 と M9 と推定された．存在比
は，ピーク 10 が 21.8％，ピーク 11 が 26.6％であっ
た．βサブユニット（B）では，10 種のピークが得
られ，ピーク 1 ～ 10 と命名した．両 AI の主要
糖鎖は，ピーク 2 と 3 であったが，存在比は AI
により異なっていた．即ち Tendergreen AI では，
ピーク 2 が 26.8％ ，ピーク 3 が 29.3％であった
のに対し，Field pea AI では，17.3％，28.6％であっ
た．これらのピークは，我々のトラマメAI（TAI）6）
の結果よりピーク 2 が M3X，ピーク 3 が M3FX
と考えられた．また，Field pea AI は，M5 と推定
されるピーク 4 が 9.3％と高かった． 
以 上 の 様 に Field pea AI と 元 の AI で あ る 
Tendergreen AI の構造異同を糖鎖構造について検
討した．Field pea AI では，種が異なるエンドウ
中であっても AI に糖鎖は付加されていた．即ち
Tendergreen AI 遺伝子導入後，エンドウ内で AI は
前駆体ポリペプチドとして合成，糖鎖の付加，内
部切断の後αとβの 2 つのサブユニットが会合
し，4 量体として成熟したものと考えられる．し
かし，Field pea AI の糖鎖組成は元の AI である
Tendergreen AI とは異なっており，今後更に結合
位置別の糖鎖構造を詳細に検討し差異を明らかに
していく必要があろう．
transgenic ﬁeld pea を食品として利用するにはそ
の安全性を評価することがまず必要である．更に
AI の機能を考えるとき，活性，安定性をはじめ
元の AI との異同を詳細に検討する必要があろう．
要　約
Tendergreen α－アミラーゼインヒビター（AI）
遺伝子を導入した transgenic ﬁeld pea より AI を精
製し，元の AI と糖鎖構造を比較検討した．得ら
れた 2 つの AI とそれぞれのサブユニットについ
Fig.  3.  Fractionation of PA-oligosaccharides from α－ subunits （A） and β－ subunits （B） of Tendergreen AI and Field pea 
AI, respectively, by size-fractionation HPLC.
M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8 and M9 were authentic PA-oligosaccharides.
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て電気泳動を行ったところ複数のバンドが認めら
れ，AI 間で泳動像は異なっていた．また，
TFMSA を用いた脱糖を行ったところ，それぞれ
の AI のサブユニットは，単一バンドを示した．
AI 及びサブユニットが複数のバンドを示したの
は，付加している糖の影響と考えられた．
糖鎖構造は，それぞれのサブユニットより切り
出した糖鎖を PA 化後サイズ分画 HPLC のパター
ン よ り 比 較 し た．α サ ブ ユ ニ ッ ト で は， 
Tendergreen AI は主要な糖鎖が M9 であったが，
Field pea AI では M8，M9 であり HPLC パターン
も両者で著しく異なっていた．一方，βサブユニッ
トでは，M3X，M3FX と考えられる糖鎖が主要な
糖鎖であり，その組成は僅かに異なっていた．以
上のことより，transgenic ﬁeld pea と元の AI では，
結合糖鎖の組成に不均一性が認められ，両者とも
多数のグリコフォームが存在すると考えられた．
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